



































3D   Three dimentional 
7-ETC   7-Ethoxy-4-trifluoromethylcoumarin 
7-HTC   7-Hydroxy-4-trifluoromethylcoumarin 
8-HEZ   8-Hydroxyefavirenz 
AIDS   Acquired immunodeficiency syndrome 
CO   Carbon monoxide 
DMDC   decacarbonyldimanganese 
D-MEM   Dulbecco’s modified Eagle medium 
DNA   Deoxyribonucleic acid  
EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 
EFZ   Efavirenz 
EtBr   Ethidium bromide 
FBS   Fetal bovine serum 
G-6-P   D-glucose-6-phosphate 
G-6-PDH   D-glucose-6-phosphate dehydrogenase 
HPLC   High-performance liquid chromatography 
HRP   Horseradish peroxidase 
I.S.   Internal standard 
LC-MS/MS  Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
LED   Light emitting diode 
β-NADP+   β-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
  
NADPH   β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced 
P450   Cytochrome P450 
PBS   Phosphate-buffered saline 
PCR   Polymerase chain reaction 
PVDF   Polyvinylidene difluoride 
S.D.   Standard deviation 
SDS   Sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE  SDS polyacrylamide gel electrophoresis 
SDM   Site-directed mutagenesis 
SNV   Single nucleotide variant 
SRS   Substrate recognition site 
TAE   Tris acetate EDTA 
TBS   Tris-buffered saline 
TE   Tris-EDTA buffer 
ToMMo   Tohoku Medical Megabank Organization 
TOP10   One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli 
Tris   Tris (hydroxymethyl) aminomethane hydrochloride 
Tween 20   Polyoxyethylene sorbitan monolaurate 
UV   Ultraviolet 
WGS   Whole-genome sequences 
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多くのゲノム薬理学 (Pharmacogenomics; PGx) 研究が進められている。この PGx 研究の発展によ













いる[12-16]。その中でもチトクローム P450 2B6 (Cytochrome P450 2B6; CYP2B6) は、シクロホス
ファミドなどの抗悪性腫瘍薬、エファビレンツ (EFZ) やネビラピンなどの抗 HIV 薬、抗うつ薬
や禁煙補助薬として使用されているブプロピオンなどその他多くの薬剤、環境化学物質の代謝に





伝子は、P450 分子種の中でも多型性に富んでおり、Pharmacogene Variation Consortium website 
(https://www.pharmvar.org/gene/CYP2B6) において、現在までに 37 種類のバリアントアレルが報告
























遺伝子多型に由来する CYP2B6 バリアント酵素機能変化の解明を目的に、現在まで多くの in 
vitro 実験が行われている。特に、哺乳動物細胞を用いた cDNA による組換えタンパク質発現実験
において、Jinno らは 6 種類のバリアントアレル (CYP2B6*2–CY2B6*7) に対し、アフリカミドリ
ザル腎臓由来細胞株 COS-1細胞発現系を構築し 7-Ethoxy-4-trifluoromethylcoumarin (7-ETC) O-脱エ
チル化活性を測定することで遺伝子多型に由来する CYP2B6 バリアント酵素の機能変化を評価し
ている[48]。同様に Radloff らは EFZ 及びブプロピオンを、Crane らは有機リン系殺虫剤クロルピ
リホスを基質薬物として、COS-1 細胞発現 CYP2B6 による遺伝子多型機能評価を行っている[49, 
50]。さらに、先行研究において我々は 26 種類のバリアント酵素に対し、COS-7 細胞を用いて酵
素反応速度論的解析を行い、同一実験系での網羅的な解析を行った[51, 52]。これら遺伝子多型に
由来する CYP2B6 バリアントの中には、酵素機能が完全に消失するタイプが明らかとなっており、
アフリカ集団で高頻度に検出される CYP2B6*18 や日本人で同定された CYP2B6*24 がその一例と









最近、東北大学・東北メディカル・メガバンク機構 (Tohoku Medical Megabank Organization; 
ToMMo) における日本人集団 1,070 人を対象とした大規模全ゲノム配列解析 (whole-genome 











CYP2B6*23–CYP2B6*28、CYP2B6*31–CYP2B6*35、CYP2B6*37 及び 7 種類のレアバリアント) (Table 
1) に対し、in vitro 試験による解析技術を構築し、網羅的な酵素機能変化の解明を試みた。野生型
アレル CYP2B6*1 から翻訳される CYP2B6.1 タンパク質及び 39 種類の CYP2B6 バリアントアレル
から翻訳される各 CYP2B6 バリアントタンパク質を同一条件のもとヒト胎児腎臓由来細胞株
293FT 細胞で発現させ、CYP2B6 タンパク質発現量を測定した。酵素活性測定については、CYP2B6
が主要な代謝に関与し、多くの国で使用されている抗 HIV 薬 EFZ を基質薬物として用い[57-59]、
酵素反応速度論的解析によりミカエリス定数 (Km)、最大反応速度 (Vmax) 及び固有クリアランス 
(CLint = Vmax/Km) を算出し、酵素機能変化を評価した。さらに、in vitro 試験における CYP2B6 の酵
素活性プローブ薬である 7-ETC を用いて EFZ 同様に酵素反応速度論的解析を行い[59-61]、各
CYP2B6 バリアントで EFZ と 7-ETC 代謝活性の変化に基質特異性が存在するか否かを評価した。














Table 1. CYP2B6 allelic variants characterized in this study. 
Variants Protein Nucleotide changes Amino acid substitution 
CYP2B6*1 CYP2B6.1   
CYP2B6*2 CYP2B6.2 64C>T Arg22Cys 
CYP2B6*3 CYP2B6.3 777C>A Ser259Arg 
CYP2B6*4 CYP2B6.4 785A>G Lys262Arg 
CYP2B6*5 CYP2B6.5 1459C>T Arg487Cys 
CYP2B6*6 CYP2B6.6 516G>T; 785A>G Gln172His; Lys262Arg 
CYP2B6*7 CYP2B6.7 516G>T; 785A>G; 1459C>T Gln172His; Lys262Arg; Arg487Cys 
CYP2B6*8 CYP2B6.8 415A>G Lys139Gln 
CYP2B6*9 CYP2B6.9 516G>T Gln172His 
CYP2B6*10 CYP2B6.10 62A>T; 64C>T; 216G>T Gln21Leu; Arg22Cys 
CYP2B6*11 CYP2B6.11 136A>G Met46Val 
CYP2B6*12 CYP2B6.12 296G>A Gly99Glu 
CYP2B6*13 CYP2B6.13 415A>G; 516G>T; 785A>G Lys139Gln; Gln172His; Lys262Arg 
CYP2B6*14 CYP2B6.14 419G>A Arg140Gln 
CYP2B6*15 CYP2B6.15 1172T>A Ile391Asn 
CYP2B6*16 CYP2B6.16 785A>G; 983T>C Lys262Arg; Ile328Thr 
CYP2B6*17 CYP2B6.17 76A>T; 83A>G; 85T>A; 86G>C Thr26Ser; Asp28Gly; Arg29Thr 
CYP2B6*18 CYP2B6.18 983T>C Ile328Thr 
CYP2B6*19 CYP2B6.19 516G>T; 785A>G; 1006C>T Gln172His; Lys262Arg; Arg336Cys 
CYP2B6*20 CYP2B6.20 503C>T; 516G>T; 785A>G Thr168Ile; Gln172His; Lys262Arg 
CYP2B6*21 CYP2B6.21 1282C>A Pro428Thr 
CYP2B6*23 CYP2B6.23 1375A>G Met459Val 
CYP2B6*24 CYP2B6.24 1427G>A Gly476Asp 
7 
 
CYP2B6*25 CYP2B6.25 1454A>T Gln485Leu 
CYP2B6*26 CYP2B6.26 499C>G; 516G>T; 785A>G Pro167Ala; Gln172His; Lys262Arg 
CYP2B6*27 CYP2B6.27 593T>C Met198Thr 
CYP2B6*28  917C>G; 1132C>T Thr306Ser; Arg378Ter 
CYP2B6*31 CYP2B6.31 937C>A Leu313Ile 
CYP2B6*32 CYP2B6.32 1219G>A Ala407Thr 
CYP2B6*33 CYP2B6.33 1459C>A Arg487Ser 
CYP2B6*34 CYP2B6.34 516G>T; 785A>G; 1459C>A Gln172His; Lys262Arg; Arg487Ser 
CYP2B6*35 CYP2B6.35 329G>T; 341T>C; 444G>T;  
593T>C; 835G>C 
Gln110Val; Ile114Thr; Glu148Asp;  
Met198Thr; Ala279Pro 
CYP2B6*37 CYP2B6.37 516G>T; 548T>G; 785A>G Gln172His; Val183Gly; Lys262Arg 
Novel variant 1  103C>T Arg35Cys 
Novel variant 2  433C>T Arg145Trp 
Novel variant 3  472C>G Arg158Gly 
Novel variant 4  1017G>C Glu339Asp 
Novel variant 5  1138T>C Tyr380His 
Novel variant 6  1145T>A Ile382Asn 








7 種類の CYP2B6 遺伝子多型についてサンガーシークエンス法によるリシークエンスを行った。
各遺伝子多型を有する被検者の末梢血白血球由来 DNA に対して、CYP2B6 遺伝子の各エキソン領
域に特異的なプライマーセットを用いて PCR 増幅し、サンガーシークエンス法により塩基配列を
解析した。用いたプライマー配列は Table 2 に示した。これにより、WGS で得られた遺伝子多型
と今回のサンガーシークエンス解析結果が一致することを確認し、1,070 人の日本人集団において
7 種類の低頻度遺伝子多型 (レアバリアント) が同定されたことを再確認した (Fig. 1)。 
 
Table 2. PCR primers used to amplify sequences of the human CYP2B6 gene to confirm the novel allelic 
variants observed in 1,070 Japanese subjects. 
Nucleotide      
change 
Primer (5′ –3′) Product 
length (bp) Forward Reverce 
103C>T GTGCAGGGCAGTCAGACCAG CAAGGCAAGAAGCAGCTCAC 243 
433C>T 
472C>G 




CCACCTCAACCTCCAAAATTG GATATTGCCATTCCCTCCAAC 454 






Fig. 1. Seven novel CYP2B6 SNVs identified in 1,070 Japanese subjects. The shaded box numbers 
correspond to each CYP2B6 exon. The frequencies of the CYP2B6 variants in the diagram were 
observed in 1,070 Japanese subjects. 
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第三節 CYP2B6 バリアント発現クローンの作製 
 
3-1. バリアント型 CYP2B6 エントリークローンの作製 
 CYP2B6*1–*21、*23–*28 に関して、先行研究において作製した発現プラスミド (pcDNA3.1) を
鋳型として、CYP2B6バリアントの cDNA を特異的に PCR増幅した[62]。用いたプライマーは Table 
3 に示した。PCR 産物をアガロースゲル電気泳動後、UV 照射により確認した (Fig. 2)。次に PCR
産物をカラム精製し、クローニング用ベクター (pENTR/D-TOPO) にライゲーション後、コンピ
テントセル (XL10-Gold) にトランスフォーメーションし、カナマイシン含有 LB 寒天プレートで
培養した。 
 
Table 3. Primers used for CYP2B6 cDNA cloning. 
Primer name Sequence (5´–3´) 
Forward primer CACCATGGAACTCAGCGTCCTCCTC 
Reverse primer TCAGCGGGGCAGGAAGC 
 
 
Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of the PCR amplicon of CYP2B6 cDNA. The amplification size of 




野生型であるCYP2B6*1 の cDNA配列が挿入されたクローニング用ベクター (pENTR/D-TOPO中
に挿入) をもとに、各種塩基多型を導入することでバリアント型 CYP2B6 エントリークローンの
作製を行った。塩基多型の導入は、部位特異的組み換え反応 (site-directed mutagenesis; SDM) 法に
て Fig. 3 の順序で行い、Table 4 のプライマーを用いた。得られた PCR 産物は、アガロースゲル電
気泳動後 UV 照射により確認し、XL10-Gold へのトランスフォーメーション後、カナマイシン含




Fig. 3. Schematic view of the protocol for the site-directed mutagenesis. 
Variant number (*No.) indicates entry clones which contains sequence of the CYP2B6 allelic variant 
sequence. Generations of variant CYP2B6 constructs were performed with the site-directed mutagenesis 
method. Primer number (P1–P18) corresponds with Table 4. 
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Forward primer (5´–3´) Reverse primer (5´–3´) 
P1 Q172H 516G>T GACCCCACCTTCCTCTTCCATTCCATTACCGC GCGGTAATGGAAGAGGAGGTGGGGTC 
P2 K262R 785A>G CCCAGCGCCCCCAGGGACCTCATCG CGATGAGGTCCCTGGGGGCGCTGGG 
P3 L313I 937C>A CCGCTACGGCTTCCTGATCATGCTCAAATACCC GGGTATTTGAGCATGATCAGGAAGCCGTAGCGG 
P4 A407T 1219G>A CTACTTTGAAAAACCAGACACCTTCAATCCTGACCACTT AAGTGGTCAGGATTGAAGGTGTCTGGTTTTTCAAAGTAG 
P5 R487S 1459C>A GCGGGGCAGGAAGCTGATCTGGTATGTTG CAACATACCAGATCAGCTTCCTGCCCCGC 
P6 Q110V 329G>T CAAAGGTCACACCATATACCCGGAAGAATGGGTCG CGACCCATTCTTCCGGGTATATGGTGTGACCTTTG 
P7 I114T 341T>C GGTTTCCATTGGCAAAGGTCACACCATATCCCCGG CCGGGGATATGGTGTGACCTTTGCCAATGGAAACC 
P8 E148D 444G>T CAGACACTGAGCCTCATCCTGAATCCGCTCC GGAGCGGATTCAGGATGAGGCTCAGTGTCTG 
P9 M198T 593T>C GGTAGAACAAGTTCAGCGTCTTCAGGAACTCTTGATCTTG CAAGATCAAGAGTTCCTGAAGACGCTGAACTTGTTCTACC 
P10 A279P 835G>C GGCTGAATTCACTGTGTGGGTTGGATTTCTCTTTTTC GAAAAAGAGAAATCCAACCCACACAGTGAATTCAGCC 
P11 V183G 548T>G GGAATCGTTTTCCAAAGCCGATGGAGCAGATGATG CATCATCTGCTCCATCGGCTTTGGAAAACGATTCC 
P12 R35C 103C>T GGGCAGAGGGCAGGGCCCTGGTG CACCAGGGCCCTGCCCTCTGCCC 
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P13 R145W 433C>T CTCCTCCTGAATCCACTCCTCCACACTCC GGAGTGTGGAGGAGTGGATTCAGGAGGAG 
P14 R158G 472C>G CCCCTTGGATTTCCCAAGCTCCTCTATCAGACAC GTGTCTGATAGAGGAGCTTGGGAAATCCAAGGGG 
P15 E339D 1017G>C GCTCGGTCATGAAGGTCTGGAGGGCGATG CATCGCCCTCCAGACCTTCATGACCGAGC 
P16 Y380H 1135T>C CTTGGGGATGATGTGCCCTCGGAAGCTGG CCAGCTTCCGAGGGCACATCATCCCCAAG 
P17 I382N 1145T>A GTCCTTGGGGTTGATGTACCCTCGGAAGCT AGCTTCCGAGGGTACATCAACCCCAAGGAC 


























3-2. CYP2B6 バリアント発現クローンの作製 
 得られた CYP2B6 エントリークローンは Gatewayシステム (Invitrogen, Thermo Fisher scientific) 
を利用した LR 組み換え反応により、哺乳動物細胞発現ベクターである pcDNA3.4 に乗せ換えた。
反応産物をコンピテントセル (TOP10) にトランスフォーメーションし、アンピシリン含有培地で
培養した。SDM 法によって作製した CYP2B6 バリアント発現クローンは、サンガーシークエンス
法によりエントリーベクターから発現ベクターへ組み換えられていることを確認した。なお、LR
組み換え反応可能な pcDNA3.4 は当研究室の先行研究で作製したものを用いた[63]。 
  
 
Fig. 4. Nucleotide changes of CYP2B6 cDNA by site-directed mutagenesis. Red markers indicate the 
position of the nucleotide change positions. 
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第四節 ヒト胎児腎臓由来 293FT 細胞株を用いた CYP2B6 バリアントの発現 
 
293FT 細胞中に組換え野生型 CYP2B6 (CYP2B6.1) タンパク質を発現させた。方法は、70%以上
コンフルエントの状態になった細胞にトランスフェクション法にて野生型 CYP2B6 発現プラスミ
ド DNA を導入し、37°C で 24 時間培養した。回収した細胞から、遠心分離法によりミクロソーム
画分を調製した。CYP2B6 の発現は、抗 CYP2B6 ポリクローナル抗体を用いたウェスタンブロッ
ト法により確認した。また、小胞体膜に恒常的に発現しているマーカータンパク質であるカルネ
キシン (約 90 kDa) をローディングコントロールとし、抗カルネキシン抗体を用いて、その発現
を確認した。CYP2B6 を発現させた 293FT 細胞のミクロソーム画分中において、CYP2B6 分子量
である 56 kDa付近に抗CYP2B6抗体と特異的に反応するタンパク質が検出された (Fig. 5)。また、
CYP2B6 の cDNA が挿入されていないコントロールベクター (mock) のみを導入した 293FT 細胞




Fig. 5. Western blots showing immunoreactive CYP2B6 protein (upper panel) and calnexin (lower 
panel). Lane 1: molecular-weight marker, Lane 2: microsomal fraction from 293FT cells transfected 
with the control vector (mock), Lane 3: microsomal fraction from 293FT cells 
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 CYP2B6.1 の発現と同様の方法により、293FT 細胞中に各 CYP2B6 バリアント (CYP2B6.2–
CYP2B6.21、CYP2B6.23–CYP2B6.28、CYP2B6.31-CYP2B6.35、CYP2B6.37 及び 7 種類のレアバリ
アント) を発現させミクロソーム画分を調製後、抗 CYP2B6 抗体を用いたウェスタンブロット法
により CYP2B6 発現タンパク質を確認した (Fig. 6)。CYP2B6*28 に由来する Arg378Ter を除く全て









Fig. 6. Western blots showing immunoreactive CYP2B6 variant proteins (upper panel) and calnexin 
(lower panel). Immunoblotting was performed according to standard procedures using SDS-PAGE. The 
microsomal fractions of CYP2B6 variant proteins were loaded onto each lane by 5 μg. CYP2B6 variant 
proteins were detected using polyclonal antibodies against CYP2B6, and calnexin was detected using 
polyclonal antibodies against calnexin. Numbers correspond to each CYP2B6 allele number. 
23 
 
第五節 ヒト胎児腎臓由来 293FT 細胞発現 CYP2B6 バリアントの定量 
 
5-1. CYP2B6 バリアントタンパク質の含量測定 
 CYP2B6 は細胞内で、酵素活性のないアポ P450 と活性を有する酵素–補因子複合体ホロ P450、
あるいはホロ P450 の変性体である P420 として存在すると考えられている[64, 65]。これらを含む
293FT 細胞発現 CYP2B6 タンパク質は、SDS-PAGE 後のウェスタンブロット法により定量を行っ
た。スタンダードタンパク質として、市販の含量既知昆虫細胞発現系 CYP2B6 バキュロソーム 
(CYP2B6 Bacurosomes; Thermo Fisher scientific) を利用して検量線を作製し、絶対定量にてバリア
ント間の発現量を比較した。昆虫細胞発現系 CYP2B6 0.06–0.4 pmol を試料として、それらの発光
強度から検量線を作製し (Fig. 7)、発現タンパク質 5 µg から検出されたバンド強度に対し絶対定
量を行った。 
 




その結果、CYP2B6.1 の発現量が 40.2 pmol CYP2B6/mg microsomal protein であったのに対し、12
種類の CYP2B6 バリアント (CYP2B6.12、CYP2B6.15、CYP2B6.16、CYP2B6.18–21、CYP2B6.25、
Arg378Ter、Arg158Gly、Ile382Asn 及び Arg443Cys) で発現量の有意な低下が認められた (P < 0.05)。
その他のバリアントでは、野生型と同程度の発現量であった (Fig. 8)。 
 
5-2. CYP2B6 バリアントのホロ P450 含量測定 
 P450 は補因子であるヘムと結合し、ホロ P450 となることで活性体となる[66-68]。293FT 細胞
中に発現させた野生型及び CYP2B6 バリアント酵素のホロ P450 量を定量するため、還元状態にお
ける CO 差スペクトル測定を行った。各バリアントの CO 差スペクトル測定におけるピークを Fig. 
9に示した。野生型であるCYP2B6.1及び28種類のCYP2B6バリアント (CYP2B6.2–10、CYP2B6.13、
CYP2B6.14、CYP2B6.17、CYP2B6.19、CYP2B6.20、CYP2B6.23、CYP2B6.25–27、CYP2B6.31–35、
Arg35Cys、Arg145Trp、Arg158Gly、Glu339Asp 及び Tyr380His) において 450 nm 付近に吸収極大
が認められ、その吸光度よりホロ P450 含量を算出した。その他 11 種類の CYP2B6 バリアント 
(CYP2B6.11、CYP2B6.12、CYP2B6.15、CYP2B6.16、CYP2B6.18、CYP2B6.21、CYP2B6.24、CYP2B6.28、
 
Fig. 8. Expression levels of CYP2B6 proteins expressed in 293FT cells. Each bar is presented as the 
mean ± S.D. of three independently performed western blotting. The numbers correspond to each 
CYP2B6 variants. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005 compared to CYP2B6.1 
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CYP2B6.37、Ile382Asn 及び Arg443Cys) とコントロールミクロソーム画分においては、450 nm 付
近に吸収極大が認められなかった。CYP2B6.1 の発現量が 31.5 pmol CYP2B6/mg microsomal protein
であったのに対し、CYP2B6.19 のみ発現量の有意な低下が認められ、11.1 pmol CYP2B6/mg 
microsomal protein であった (P < 0.05)。発現量が算出できたその他 27 種類のバリアント CYP2B6












Fig. 10. Expression levels of CYP2B6 proteins expressed in 293FT cells. Each bar is presented as the 
mean ±  S.D. of three independently performed CO-difference spectra readings. The numbers 




第六節 EFZ を用いた CYP2B6 バリアントの酵素反応速度論的解析 
 
 各 CYP2B6 バリアントの酵素機能変化を評価するため、CYP2B6 が主要な代謝を担う抗 HIV 薬
EFZ を基質薬物として[57-59]、酵素反応速度論的解析を行った。野生型である CYP2B6.1 及び各
CYP2B6 バリアント酵素を発現させた 293FT 細胞のミクロソーム画分 30 μg に対して、0.5–20 μM
の濃度の異なる EFZ を加えて、37°C で 30 分間反応させた (Fig. 11)。主代謝物である 8-HEZ を
LC-MS/MS により定量し (Fig. 12)、各 CYP2B6 バリアントの酵素反応速度論的パラメータを算出
した。8-HEZ は、I.S.として 8-HEZ-d4 体を用いた内部標準法により解析した。なお、EFZ 8 位水
酸化反応の Vmax値及び固有クリアランス CLint (Vmax/Km) 値は、CO 差スペクトル測定法により定量
したホロ P450 含量 (pmol CYP2B6) により補正した。 
 




CYP2B6.1 を含む 40 種類のバリアント酵素のうち 15 種類のバリアント  (CYP2B6.8、 
CYP2B6.11–CYP2B6.13、CYP2B6.15、CYP2B6.16、CYP2B6.18、CYP2B6.21、CYP2B6.24、CYP2B6.28、
CYP2B6.35、CYP2B6.37、 Arg145Trp、Ile382Asn 及び Arg443Cys) は、用いた基質濃度最高点で
ある 20 µM においても代謝物は検出されず、酵素反応速度論的パラメータを算出することができ
なかった。一方、CYP2B6.1 及び 24 種類のバリアント酵素 (CYP2B6.2–CYP2B6.7、CYP2B6.9、
CYP2B6.10、CYP2B6.14、CYP2B6.17、CYP2B6.19、CYP2B6.20、CYP2B6.23、CYP2B6.25–CYP2B6.27、
CYP2B6.31–CYP2B6.34、 Arg35Cys、 Arg158Gly、Glu339Asp 及び Tyr380His) における代謝反応
は、基質濃度最高点20µM までの8点全てにおいて代謝物を定量することができ、Michaelis-Menten
の式に従う曲線を描くことが確認された (Fig. 13)。各バリアントの酵素反応速度論的パラメータ
を Table 5 に示した。CYP2B6.1 の Km 値、Vmax 値及び CLint 値はそれぞれ 4.09 μM、0.35 
pmol∙min-1∙pmol-1 CYP2B6 及び 0.086 μL∙min-1∙pmol-1 CYP2B6 であった。CYP2B6.1 と比較して、
CYP2B6.14 及び CYP2B6.19 において Km値の有意な上昇 (P < 0.05)、Tyr380His において Vmax 値の
 
Fig. 12. Chromatogram of efavirenz (7.7 min), 8-hydroxyefavirenz (7.3 min), and 
8-hydroxyefavirenz-d4 (7.3 min, I.S.). 
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有意な低下 (P < 0.05) が認められ、その結果これらのバリアント酵素において CLint値の有意な低
下が認められた (CYP2B6.14; P < 0.005、CYP2B6.19; P < 0.05、Tyr380His; P < 0.005)。一方 CYP2B6.6
においては、Vmax 値の有意な上昇 (P < 0.05) に伴いCLint値の有意な上昇が認められた (P < 0.005)。
また、CYP2B6.1 と比較して、CYP2B6.7 (P < 0.05)、CYP2B6.26 (P < 0.05)、CYP2B6.32 (P < 0.005)、
CYP2B6.33 (P < 0.005) 及びCYP2B6.34 (P < 0.05) においてCLint値の有意な上昇が認められたのに
対し、CYP2B6.10 (P < 0.05)、Arg158Gly (P < 0.005) 及び Glu339Asp (P < 0.01) においては、CLint






Fig. 13. Michaelis-Menten curves of CYP2B6 wild-type and CYP2B6 variants expressed in 293FT 
cells. A, CYP2B6.1, CYP2B6.2, CYP2B6.3, CYP2B6.4, and CYP2B6.5; B, CYP2B6.1, CYP2B6.6, 
CYP2B6.7, CYP2B6.9, and CYP2B6.10; C, CYP2B6.1, CYP2B6.14, CYP2B6.17, CYP2B6.19, and 
CYP2B6.20; D, CYP2B6.1, CYP2B6.23, CYP2B6.25, CYP2B6.26, and CYP2B6.27; E, CYP2B6.1, 
CYP2B6.31, CYP2B6.32, CYP2B6.33, and CYP2B6.34; F, CYP2B6.1, Arg35Cys, Arg158Gly, 
Glu339Asp, and Tyr380His. 
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% of wild-type 
CLint 
CYP2B6.1 4.09 ± 0.15 0.35 ± 0.03 0.086 ± 0.004  
CYP2B6.2 4.53 ± 0.42 0.37 ± 0.02 0.081 ± 0.003 95% 
CYP2B6.3 4.57 ± 1.22 0.28 ± 0.02 0.064 ± 0.013 75% 
CYP2B6.4 3.70 ± 0.66 0.38 ± 0.00 0.105 ± 0.020 122% 
CYP2B6.5 4.13 ± 0.44 0.38 ± 0.06 0.094 ± 0.018 109% 
CYP2B6.6 4.34 ± 0.20 0.99 ± 0.06* 0.228 ± 0.006*** 266% 
CYP2B6.7 4.82 ± 0.22 0.69 ± 0.05 0.143 ± 0.007* 166% 
CYP2B6.8 N.D. N.D. N.D.  
CYP2B6.9 5.31 ± 0.27 0.78 ± 0.04 0.148 ± 0.016 172% 
CYP2B6.10 6.04 ± 1.13 0.26 ± 0.03 0.044 ± 0.005* 51% 
CYP2B6.11 N.D. N.D. N.D.  
CYP2B6.12 N.D. N.D. N.D.  
CYP2B6.13 N.D. N.D. N.D.  
CYP2B6.14 7.27 ± 1.95* 0.13 ± 0.01 0.019 ± 0.004*** 22% 
CYP2B6.15 N.D. N.D. N.D.  
CYP2B6.16 N.D. N.D. N.D.  
CYP2B6.17 4.11 ± 0.42 0.30 ± 0.00 0.073 ± 0.007 85% 
CYP2B6.18 N.D. N.D. N.D.  
CYP2B6.19 7.09 ± 1.13* 0.22 ± 0.01 0.032 ± 0.006* 37% 
CYP2B6.20 1.51 ± 0.58 0.41 ± 0.03 0.311 ± 0.139 363% 
CYP2B6.21 N.D. N.D. N.D.  
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CYP2B6.23 3.74 ± 0.24 0.38 ± 0.02 0.103 ± 0.007 120% 
CYP2B6.24 N.D. N.D. N.D.  
CYP2B6.25 2.85 ± 0.66 0.20 ± 0.01 0.072 ± 0.013 85% 
CYP2B6.26 2.74 ± 0.16 0.43 ± 0.01 0.157 ± 0.011* 183% 
CYP2B6.27 1.73 ± 0.46 0.11 ± 0.01 0.067 ± 0.015 79% 
Arg378Ter N.D. N.D. N.D.  
CYP2B6.31 5.35 ± 0.87 0.63 ± 0.07 0.118 ± 0.006 137% 
CYP2B6.32 3.63 ± 0.20 0.56 ± 0.01 0.153 ± 0.005*** 179% 
CYP2B6.33 4.81 ± 0.46 0.68 ± 0.05 0.142 ± 0.004*** 165% 
CYP2B6.34 4.85 ± 0.59 0.71 ± 0.04 0.147 ± 0.009* 171% 
CYP2B6.35 N.D. N.D. N.D.  
CYP2B6.37 N.D. N.D. N.D.  
Arg35Cys 3.77 ± 0.54 0.23 ± 0.02 0.062 ± 0.011 73% 
Arg145Trp N.D. N.D. N.D.  
Arg158Gly 5.95 ± 1.75 0.15 ± 0.02 0.026 ± 0.005*** 30% 
Glu339Asp 4.05 ± 0.17 0.20 ± 0.00 0.049 ± 0.002** 57% 
Tyr380His 5.52 ± 0.89 0.10 ± 0.01* 0.019 ± 0.002*** 22% 
Ile382Asn N.D. N.D. N.D.  
Arg443Cys N.D. N.D. N.D.  
These data represent the mean ± SD of three independently performed catalytic assays. 
*P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.005 compared with CYP2B6.1. N.D. represents not determined. 
The kinetic parameters of EFZ 8-hydroxylation regarding 15 variants could not be determined because the 




第七節 CYP2B6 バリアントの酵素機能変化に対する基質特異性評価 
 
 各 CYP2B6 バリアントで、異なる基質薬物において代謝活性の変化に基質特異性が存在するか
否かを評価するため、第六節で得られた EFZ 代謝活性に加え、in vitro 試験における CYP2B6 の酵
素活性プローブ薬である 7-ETC を用いた酵素反応速度論的解析を行った[59-61]。7-ETC O-脱エチ
ル化反応は、野生型及び各 CYP2B6 バリアント酵素を発現させた 293FT 細胞のミクロソーム画分
30 μg に対し、1–50 μM の濃度の異なる 7-ETC を加えて、37°C で 20 分間反応させた (Fig. 14)。代
謝物である 7-HTC を HPLC 及び蛍光検出法により定量し (Fig. 15)、各 CYP2B6 バリアントの酵素
反応速度論的パラメータを算出した。7-HTC は、絶対検量線法により解析した。なお、7-ETC O-
脱エチル化反応の Vmax値及び CLint値は、CO 差スペクトル測定法により定量したホロ CYP 含量 
(pmol CYP2B6) により補正した。 
 
Fig. 14. Primary metabolic pathway of 7-ETC. 
 





CYP2B6.24、CYP2B6.28、CYP2B6.35、CYP2B6.37、Arg145Trp、Ile382Asn 及び Arg443Cys) は、
7-ETC 濃度最高点である 50 µM においても代謝物は検出されず、酵素反応速度論的パラメータを
算出することができなかった。CYP2B6.1 及び 24 種類のバリアント酵素 (CYP2B6.2–CYP2B6.7、
CYP2B6.9、CYP2B6.10、CYP2B6.14、CYP2B6.17、CYP2B6.19、CYP2B6.20、CYP2B6.23、CYP2B6.25–
CYP2B6.27、CYP2B6.31–CYP2B6.34、Arg35Cys、Arg158Gly、Glu339Asp 及び Tyr380His) におけ
る代謝反応は、EFZ 同様 Michaelis-Menten の式に従う曲線を描くことが確認され (Fig. 16)、酵素
反応速度論的パラメータを算出した (Table 6)。7-ETC O-脱エチル化反応から得られた各 CYP2B6
バリアントの野生型に対する CLint比は、EFZ 8 位水酸化反応におけるそれぞれの CLint比と高い相






Fig. 16. Michaelis-Menten curves of CYP2B6 wild-type and CYP2B6 variants expressed in 293FT 
cells. A, CYP2B6.1, CYP2B6.2, CYP2B6.3, CYP2B6.4, and CYP2B6.5; B, CYP2B6.1, CYP2B6.6, 
CYP2B6.7, CYP2B6.9, and CYP2B6.10; C, CYP2B6.1, CYP2B6.14, CYP2B6.17, CYP2B6.19, and 
CYP2B6.20; D, CYP2B6.1, CYP2B6.23, CYP2B6.25, CYP2B6.26, and CYP2B6.27; E, CYP2B6.1, 
CYP2B6.31, CYP2B6.32, CYP2B6.33, and CYP2B6.34; F, CYP2B6.1, Arg35Cys, Arg158Gly, 
Glu339Asp, and Tyr380His. 
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CYP2B6.1  7.58 ± 1.50 2.11 ± 0.44 0.279 ± 0.005  
CYP2B6.2 14.90 ± 3.84 2.85 ± 0.82 0.190 ± 0.010 68% 
CYP2B6.3 19.07 ± 7.54 1.36 ± 0.07 0.082 ± 0.042 30% 
CYP2B6.4  5.80 ± 0.84 2.61 ± 0.33 0.451 ± 0.031 162% 
CYP2B6.5  7.65 ± 1.20 2.88 ± 0.19 0.380 ± 0.038 137% 
CYP2B6.6  7.85 ± 0.71 3.53 ± 0.24 0.453 ± 0.054 163% 
CYP2B6.7 16.22 ± 3.39 6.73 ± 1.10* 0.419 ± 0.040 150% 
CYP2B6.9 14.24 ± 3.03 3.56 ± 0.33 0.255 ± 0.040 92% 
CYP2B6.10 15.78 ± 0.17 1.60 ± 0.38 0.101 ± 0.025 36% 
CYP2B6.14 24.34 ± 3.64 1.09 ± 0.12 0.045 ± 0.004 16% 
CYP2B6.17 24.92 ± 4.36 0.85 ± 0.06 0.035 ± 0.003 12% 
CYP2B6.19 45.34 ± 10.94 1.59 ± 0.60 0.034 ± 0.006 12% 
CYP2B6.20  8.55 ± 2.12 4.70 ± 0.24* 0.571 ± 0.132 205% 
CYP2B6.23  6.79 ± 1.44 3.17 ± 0.26 0.476 ± 0.067 171% 
CYP2B6.25 13.83 ± 2.06 2.62 ± 0.07 0.192 ± 0.023 69% 
CYP2B6.26  9.10 ± 2.46 4.11 ± 0.57 0.464 ± 0.070 167% 
CYP2B6.27  3.30 ± 0.42 1.24 ± 0.03 0.378 ± 0.044 136% 
CYP2B6.31  6.62 ± 1.34 2.94 ± 0.20 0.454 ± 0.077 163% 
CYP2B6.32  5.57 ± 0.10 3.27 ± 0.13 0.587 ± 0.033 211% 
CYP2B6.33  7.96 ± 3.24 3.33 ± 0.58 0.472 ± 0.204 169% 
CYP2B6.34 12.14 ± 1.61 5.53 ± 0.21* 0.460 ± 0.043 165% 
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Arg35Cys 10.28 ± 1.03 2.37 ± 0.13 0.232 ± 0.012 83% 
Arg158Gly 15.18 ± 2.51 1.59 ± 0.04 0.106 ± 0.016 38% 
Glu339Asp 26.34 ± 6.16 2.12 ± 0.11 0.084 ± 0.022 30% 
Tyr380His 28.67 ± 1.29*** 1.14 ± 0.09 0.040 ± 0.004 14% 
These data represent the mean ± SD of three independently performed catalytic assays. 
*P < 0.05, and ***P < 0.005 compared with CYP2B6.1. 
The kinetic parameters of 7-ETC O-deethylation regarding 15 variants 
(CYP2B6.8, .11–.13, .15, .16, .18, .21, .24, Arg378Ter, .35, .37, Arg145Trp, Ile382Asn, and Arg443Cys) 
could not be determined because the enzymatic activity of CYP2B6 was not detected at the highest 





Fig. 17. Correlation between the CLint ratios (relative to CYP2B6.1) for EFZ 8-hydroxylation and 
7-ETC O-deethylation among CYP2B6 variants. EFZ 8-hydroxylation CLint ratios are plotted on the 
horizontal axis and 7-ETC O-deethylation CLint ratios are plotted on the vertical axis. Numbers 
correspond to CYP2B6 variants. Each bar is presented as the mean ± S.D. of three independently 
performed catalytic assays. The correlation was analyzed using a weighted linear regression analysis 
using IBM SPSS Statistics. 
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第八節 CYP2B6 バリアントの 3D ドッキングシミュレーションモデル解析 
 
 各 CYP2B6 バリアント酵素は特定のアミノ酸置換を有しており、酵素機能の変化は各バリアン
ト酵素のアミノ酸置換に伴う二次元及び三次元構造の変化に起因していると考えられる。P450 分
子種には共通する複数の α ヘリックス構造や β シート構造を有しており、基質結合部位の構成や
ヘムの結合に重要な役割を担っている[69, 70]。また、小胞体膜に存在するために必要な配列であ
る膜アンカー領域 (membrane anchor region) やプロリンに富む領域 (proline-rich region: PR)、K ヘ
リックス領域 (K-region: K)、芳香族領域 (aromatic region: Ar) 及びヘム結合領域 (heme-binding 
region) などが存在する (Fig. 18)[71, 72]。PR、K 及びヘム結合領域のアミノ酸配列は、ほとんど
の P450 分子種で高度に保存されており、P450 が酵素活性を発現する上で重要な役割を果たすと




Fig. 18. Secondary structure of cytochrome P450. α-Helices are indicated by orange boxes. Substrate 
recognition sites (SRS) are indicated by blue boxes. Membrane anchor region is indicated by green box. 
The line above the secondary structure of cytochrome P450 indicated amino acid number. PR; 





[73-77]。CYP2B6 においても複数の in silico 解析が行われ、基質薬物選択性や遺伝子多型による酵
素機能変化のメカニズム解明が検証されている[78-81]。第八節では、CYP2B6 バリアント酵素 35
種類に該当する 33 種類のアミノ酸置換に対し、3D ドッキングシミュレーションモデル解析を行
った。なお、CYP2B6.2 (Arg22Cys)、CYP2B6.10 (Gln21Leu 及び Arg22Cys) 及び CYP2B6.17 (Thr26Ser、
Asp28Gly 及び Arg29Thr) は、膜アンカー領域にアミノ酸置換を有していることからモデル解析が
不可能であり、また、CYP2B6*28 に由来する Arg378Ter は終止コドンへの塩基置換によりタンパ
ク質翻訳が途中で停止するため、今回の解析からは除外している。Protein Data Bank の 3IBD を参
考にアミノ酸置換を挿入することで野生型である CYP2B6.1 を作製し、EFZ をドッキングさせた 
(Fig. 19)。CYP2B6 バリアントに関しては、それぞれのアミノ酸置換を導入し構造最適化を行った。 
  
 
Fig. 19. A diagram of the overall structure of CYP2B6 coordinated with substrate (EFZ). Heme and 










 Lys262Arg は G/H ループ上に位置し、いずれのアミノ酸も D ヘリックス上の Arg145 と水素結
合を形成している。アミノ酸置換により D ヘリックス上の Glu148 と電荷相互作用を、G/H ルー
プ上の Asp263 と水素結合をそれぞれ形成していた。これにより、C/D ループ及び G/H ループ構
造とそれらヘリックス構造の著しい立体構造変化が確認された (Fig. 21)。 
 
 
Fig. 20. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Ser259Arg (right 
panel) coordinated with EFZ. Ser259 and Arg259 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds are 






アミノ酸置換により Ser461 との水素結合解離を認めた。これにより、β3 シートの立体構造変化が
確認された (Fig. 22)。 
 
Fig. 21. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Lys262Arg (right 
panel) coordinated with EFZ. Lys262 and Arg262 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 
attractive charge interaction are shown in green and red lines, respectively. 
 
 
Fig. 22. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Arg487Cys (right 
panel) coordinated with EFZ. Arg487 and Cys487 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 






 Gln172His は E ヘリックス上に位置している。アミノ酸置換により、I ヘリックス上の Thr302
を取り巻く複数のアミノ酸と新たな相互作用を認めた。これにより、I ヘリックスをはじめとする
ヘム近傍の構造とより強固な結合を形成していることが観察され、Thr302 周辺の立体構造の保
持・安定化が確認された (Fig. 23)。 
 
Lys139Gln (CYP2B6.8、CYP2B6.13) 
 Lys139Gln は C/D ループ上に位置し、いずれのアミノ酸も Asp134 及び Met137 と π 結合や電荷
相互作用、水素結合を形成している。アミノ酸置換により Arg145 との新たな電荷相互作用を認め
た一方で、Pro261 との疎水性相互作用ならびに Thr267 との水素結合解離が確認された。Pro261
は G/H ループ上、Thr267 は H ヘリックス上にそれぞれ位置しており、これらの相互作用消失によ




Fig. 23. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Gln172His (right 
panel) coordinated with EFZ. Gln172 and His172 residues are shown in yellow. Thr302 residue is 






 Met46Val はプロリンリッチ領域近傍に位置している。いずれのアミノ酸も Leu43 と水素結合を
形成しており、アミノ酸置換により Ser54との水素結合ならびに Phe58との π結合解離を認めた。
これら 2 つのアミノ酸は共に A ヘリックス上に位置しており、相互作用消失によりプロリンリッ
チ領域及び A へリックスの立体構造変化が確認された (Fig. 25)。 
 
Fig. 24. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Lys139Glu (right 
panel) coordinated with EFZ. Lys139 and Gln139 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds, 
attractive charge interactions, alkyl interactions, and pi-anion interaction are shown in green, red, 
purple, and mustard lines, respectively. 
 
Fig. 25. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Met46Val (right 
panel) coordinated with EFZ. Met46 and Val46 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 




 Gly99Glu はヘム近傍の SRS-1 上に位置し、いずれのアミノ酸も Pro368 と水素結合を形成して
いる。アミノ酸置換によりLys100との電荷相互作用ならびに Ile101との水素結合を新たに認めた。
これら 2 つのアミノ酸はいずれも SRS-1 に位置していることから、ヘム近傍における SRS-1 の著




 Arg140Gln は C/D ループ上に位置している。いずれのアミノ酸もその近傍 Glu144、Arg145 及び
Glu148 と電荷相互作用または水素結合を形成している。アミノ酸置換により電荷相互作用の解離




Fig. 26. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Gly99Glu (right 
panel) coordinated with EFZ. Gly99 and Glu99 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 






 Ile391Asn は β1 ストランド上に位置しており、複数のアミノ酸と相互作用することにより β1
シート構造の形成に関与していることが考えられる。アミノ酸置換により、ヘム近傍 SRS-5 上の
Met365 との疎水性相互作用の消失を認めた。これにより、β1 シート及びヘム近傍における著し
い立体構造変化が確認された (Fig. 28)。 
 
 
Fig. 27. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Arg140Gln (right 
panel) coordinated with EFZ. Arg140 and Gln140 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 
attractive charge interactions are shown in green and red lines, respectively. 
 
Fig. 28. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Ile391Asn (right 
panel) coordinated with EFZ. Ile391 and Asn391 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 





 Ile328Thr は I ヘリックス上に位置し、いずれのアミノ酸もその近傍 Tyr325、Val331、Ile332、
Gly333 及び Tyr325 と水素結合または疎水性相互作用を形成している。アミノ酸置換により Val324
と新たに水素結合が形成され、相互作用変化によるヘム近傍 I ヘリックスの立体構造変化が確認
された (Fig. 29)。 
 
Arg336Cys (CYP2B6.19) 
 Arg336Cys は J ヘリックス近傍に位置し、いずれのアミノ酸もその近傍 Pro337 及び L へリック
ス上の Gln455 と水素結合を形成している。アミノ酸置換により K ヘリックス上の Glu339 及び
Asp342 との電荷相互作用の消失を認めた。これにより、H へリックス及び K へリックスの立体構






Fig. 29. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Ile328Thr (right 
panel) coordinated with EFZ. Ile328 and Thr328 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 






 Thr168Ile は E ヘリックス近傍に位置し、いずれのアミノ酸もその近傍 Asp166 と水素結合を形
成している。Thr168Ile は CYP2B6 バリアントの中でも CYP2B6.20 のみに認められ、同時に
Gln172His 及び Lys262Arg を有する。これにより、Ile168 と His172 との新たな水素結合形成を認
め、E ヘリックスの立体構造変化が確認された (Fig. 31)。 
 
 
Fig. 30. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Arg336Cys (right 
panel) coordinated with EFZ. Arg336 and Cys336 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 
attractive charge interactions are shown in green and red lines, respectively. 
 
 
Fig. 31. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Thr168Ile (right 
panel) coordinated with EFZ. Thr168 and Ile168 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds are 





 Pro428Thr はヘム近傍に位置している。いずれのアミノ酸もその近傍 Phe426 と水素結合または
π 結合を形成しているが、アミノ酸置換により L ヘリックス上の Arg443 との水素結合形成を認め
た。これにより、ヘム近傍 L ヘリックスの立体構造変化が確認された (Fig. 32)。 
 
Met459Val (CYP2B6.23) 
 Met459Val は β3 ストランド上に位置し、いずれのアミノ酸も Phe311、Arg487 及び Phe488 と π
結合または水素結合を形成している。アミノ酸置換により I ヘリックス上の Leu315 との疎水性相








Fig. 32. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Pro428Thr (right 
panel) coordinated with EFZ. Pro428 and Thr428 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 






 Gly476 はヘム近傍の SRS-6 に位置し、いずれのアミノ酸も SRS-5 に位置している Pro364 と水
素結合を形成している。アミノ酸置換により Fヘリックス上の Ser210との水素結合解離を認めた。
これにより、ヘムを取り巻く SRS の立体構造変化が確認された (Fig. 34)。 
 
 
Fig. 33. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Met459Val (right 
panel) coordinated with EFZ. Met459 and Val459 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds, alkyl 
interaction, and pi-anion interactions are shown in green and purple, and mustard lines, respectively. 
 
 
Fig. 34. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Gly476Asp (right 
panel) coordinated with EFZ. Gly476 and Asp476 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds are 





 Gln485Leu は β3 シート近傍に位置し、いずれのアミノ酸も Met165 及び Pro462 と水素結合を形
成している。アミノ酸置換によりその近傍 Leu164 との新たな疎水性相互作用及び水素結合形成を




 Pro167Ala は E ヘリックス上に位置し、いずれのアミノ酸もその近傍 Leu170 及び Phe171 と水
素結合を形成している。アミノ酸置換により I ヘリックス上の Arg308 との疎水性相互作用が認め







Fig. 35. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Gln485Leu (right 
panel) coordinated with EFZ. Gln485 and Leu485 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 






 Met198Thr は F ヘリックス上に位置し、いずれのアミノ酸も Glu194、Phe195 及び Leu201 と π
結合または水素結合を形成している。アミノ酸置換によりその近傍 Phe202 と G ヘリックス上の
Tyr244 との π 結合解離が認められた。これにより、Fヘリックスから G ヘリックスにいたるまで
の立体構造変化が確認された (Fig. 37)。 
 
Fig. 36. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Pro167Ala (right 
panel) coordinated with EFZ. Pro167 and Ala167 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 
alkyl interaction are shown in green and purple lines, respectively. 
 
Fig. 37. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Met198Thr (right 
panel) coordinated with EFZ. Met198 and Thr198 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 





 Leu313Ile は I ヘリックス上に位置し、いずれのアミノ酸も Tyr309、Phe408 及び Leu470 と π 結
合を含む疎水性相互作用を形成している。このアミノ酸置換による他のアミノ酸残基との相互作




 Ala407Thr は β1 シート近傍に位置し、いずれのアミノ酸も Arg358、Lys404 及び Asp406 と水素
結合または疎水性相互作用を形成している。このアミノ酸置換による他のアミノ酸残基との相互






Fig. 38. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Leu313Ile (right 
panel) coordinated with EFZ. Leu313 and Ile313 residues are shown in yellow. Alkyl interactions and 






 Arg487Ser は β3 ストランド上に位置し、いずれのアミノ酸も Met459 及び Ala460 水素結合を形
成している。Arg487 は Leu164 と電荷相互作用を、Ser461 と水素結合をそれぞれ形成しているの
に対し、アミノ酸置換によりこれらの結合が消失し、新たに Gly162 との水素結合の形成が認めら
れた。これら複数の相互作用変化により、β3 シートの立体構造変化が確認された (Fig. 40)。 
 
Fig. 39. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Ala407Thr (right 
panel) coordinated with EFZ. Ala407 and Thr407 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 
alkyl interaction are shown in green and purple lines, respectively. 
 
 
Fig. 40. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Arg487Ser (right 
panel) coordinated with EFZ. Arg487 and Ser487 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 





 Gly110Val 及び Ile114Thr はいずれも C ヘリックス近傍に位置している。アミノ酸置換により、
Val110 は Asp105 と水素結合を、Arg112 及び Ala116 と疎水性相互作用をそれぞれ形成していた。
さらに Thr114 においては、基質である EFZ との水素結合が認められた。これにより、C ヘリック





アミノ酸置換により、E ヘリックス上の Arg187 との電荷相互作用をはじめとする複数のアミノ酸
残基において相互作用変化が生じた。これにより、D ヘリックス及び E ヘリックスの立体構造変





Fig. 41. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and 
Gly110Val/Ile114Thr (right panel) coordinated with EFZ. Gly110, Ile114, Val110 and Thr114 residues 













Fig. 42. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Glu148Asp (right 
panel) coordinated with EFZ. Glu148 and Asp148 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 
attractive charge interaction are shown in green and red lines, respectively. 
 
 
Fig. 43. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Ala279Pro (right 
panel) coordinated with EFZ. Ala279 and Pro279 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds are 





 Val183Gly は、ヘム近傍 E ヘリックス上に位置し、いずれのアミノ酸も Ile179 及び Ile265 と疎
水性相互作用または水素結合を形成している。他のアミノ酸との新たな相互作用変化は認められ
なかったが、ヘム近傍の立体構造変化が確認された (Fig. 44)。 
 
 
Arg35Cys (レアバリアント 1) 
 Arg35Cys は β1 ストランド近傍に位置し、アミノ酸置換により Gln45 との水素結合消失ならび
に Asn42 との新たな水素結合形成が認められた。この 2 つのアミノ酸はいずれも β1 ストランド








Fig. 44. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Val183Gly (right 
panel) coordinated with EFZ. Val183 and Gly183 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 





Arg145Trp (レアバリアント 2) 
 Arg145TrpはDヘリックス上に位置している。Arg145に関して、周辺のアミノ酸Arg140、Ser141、
Glu149、Ser181 及び Lys262 と水素結合ネットワークを形成しているのに対し、Trp145 ではそれら
のネットワークが解消されていた。これにより、D ヘリックス及び E ヘリックスの著しい立体構
造変化が確認された (Fig. 46)。 
 
Fig. 45. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Arg35Cys (right 
panel) coordinated with EFZ. Arg35 and Cys35 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds are 
shown in green lines. 
 
 
Fig. 46. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Arg145Trp (right 
panel) coordinated with EFZ. Arg145 and Trp145 residues are shown in yellow. Lys262 residue is 





Arg158Gly (レアバリアント 3) 
 Arg158Glyは D ヘリックス上に位置し、いずれのアミノ酸も Ile154 及び Lys161 と水素結合を形
成している。アミノ酸置換により D ヘリックス上の Glu155 との水素結合解離が認められた。こ
れにより、D ヘリックスの立体構造変化が確認された (Fig. 47)。 
 
Glu339Asp (レアバリアント 4) 
 Glu339Asp は K ヘリックス近傍に位置し、いずれのアミノ酸も His341 及び Asp342 と水素結合
を形成している。アミノ酸置換により J へリックス近傍の Arg336 との電荷相互作用が消失し、新
たに Leu340 と水素結合が認められた。これにより、K ヘリックス及び J ヘリックスの立体構造変







Fig. 47. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Arg158Gly (right 
panel) coordinated with EFZ. Arg158 and Gly158 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds are 





Tyr380His (レアバリアント 5) 
 Tyr380Hisは β1ストランド上に位置し、いずれのアミノ酸も Phe377と水素結合を形成している。
アミノ酸置換により、その近傍及び β1 シート上複数のアミノ酸残基との相互作用が変化している
ことが確認された (Fig. 49)。 
 
Fig. 48. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Glu339Asp (right 
panel) coordinated with EFZ. Glu339 and Asp339 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 
attractive charge interactions are shown in green and red lines, respectively. 
 
 
Fig. 49. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Tyr380His (right 
panel) coordinated with EFZ. Tyr380 and His380 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 




Ile382Asn (レアバリアント 6) 
 Ile382Asn は β1 シートの構成に関与していることが確認された。いずれのアミノ酸も Pro31、
His374 及び Thr375 と疎水性相互作用及び水素結合を形成している。アミノ酸置換により、Val76
及び Val371 との疎水性相互作用の消失が認められた。これにより、β1 シートの立体構造変化が確












Fig. 50. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Ile382Asn (right 
panel) coordinated with EFZ. Ile382 and Asn382 residues are shown in yellow. Hydrogen bond and 
alkyl interactions are shown in green and purple lines, respectively. 
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Arg443Cys (レアバリアント 7) 
 Arg443Cys は L ヘリックス上に位置し、いずれのアミノ酸も Glu439 及び Phe447 と水素結合ま
たは電荷相互作用を形成している。アミノ酸置換により、K ヘリックス上の Gln357 との水素結合
解離が認められた。これにより、ヘム近傍の L ヘリックス及び K ヘリックスの立体構造変化が確
認された (Fig. 51)。 
  
 
Fig. 51. Diagram of a portion of the crystal structure of CYP2B6.1 (left panel) and Arg443Cys (right 
panel) coordinated with EFZ. Arg443 and Cys443 residues are shown in yellow. Hydrogen bonds and 






CYP2B6 遺伝子の多型性は、抗 HIV 薬をはじめ多くの薬物代謝反応の個人差の要因となると考え








また、各 CYP2B6 バリアントで生じるアミノ酸置換に対しては、3D ドッキングシミュレーション
モデル解析を行い、酵素機能変化の分子メカニズム解明を試みた。 
 40 種類のバリアントのうち、15 種類ではウェスタンブロット法においてその発現を確認できた
にもかかわらず、酵素活性が消失する結果となった。これらのうち 11 種類のバリアント 
(CYP2B6.11、.12、.15、.16、.18、.21、.24、Arg378Ter、.37、Ile382Asn 及び Arg443Cys) では、CO
差スペクトル測定法においてホロ P450 含量は測定できず、機能タンパク質の消失が推測された。
これらのうち 6 種類 (CYP2B6.12、.15、.21、.24、.37 及び Arg443Cys) において、ヘム近傍におけ
るアミノ酸置換あるいは相互作用変化が認められ、P450 タンパク質の補因子であるヘム周辺の立
体構造変化がホロ P450の形成に影響を及ぼし、酵素活性の消失に関与したものと考えられた[82]。
CYP2B6.11 はプロリンリッチ領域近傍のアミノ酸置換 (Met46Val) を生じる。このプロリンリッチ
領域は、P450 分子種において高度に保存されており小胞体膜アンカーとヘム結合領域を繋ぐ重要




るものと考えられた。CYP2B6.16 及び CYP2B6.18 に共通のアミノ酸置換である Ile328Thr は、I
ヘリックス上に位置しており、3D ドッキングシミュレーションモデル解析において、Val324 と新
たな相互作用を認め、I ヘリックス構造の著しい変化が推測された。I ヘリックス構造は基質薬物





うため、ホロ P450 及び酵素活性が消失したと考えられた。 
 酵素活性の消失を認めたその他 4 種類のバリアント (CYP2B6.8、.13、.35 及び Arg145Trp) は、
CO 差スペクトル測定法によるホロ P450 含量が測定できたことから、ヘムタンパク質構成への影
響は少なく、その他の著しい立体構造変化が酵素機能に影響を与えることが考えられた。加えて、
これらのうち 3 種類のバリアント (CYP2B6.13、.35 及び Arg145Trp) は、420nm と 450nm に二峰
性のピークを認めたことから、ホロ P450 から P420 への変性が生じていることが示唆された。




らは、C/D 及び G/H ループ構造間の相互作用が CYP2B6 タンパク質の電子伝達系に影響を及ぼす
ことを示唆しており[90]、本研究における Lys139Glu に対する 3D ドッキングシミュレーションモ













ント酵素について、それらは全て CO 差スペクトル測定法において 450nm に吸収極大が得られ、
ホ ロ P450 を 定 量 す る こ と が で き た 。 こ れ ら の う ち 8 種 類 の バ リ ア ン ト 
(CYP2B6.10、.17、.19、.20、.26、.27、.33 及び Glu339Asp) は、420nm と 450nm に二峰性のピー
クを認めたことから、アミノ酸置換によるホロ P450 から P420 への変性が生じていることが示唆
された。その中でも、EFZ 代謝反応における CLint値の有意な低下 (51%) が認められた CYP2B6.10
は、膜結合領域にアミノ酸置換が生じるため、小胞体膜への結合が不安定となり、P420 への変性
に繋がったものと考えられた[91, 92]。CYP2B6.14 では、野生型と比較して Km値が 1.8 倍と有意に
上昇し、それに伴う CLint値の有意な低下 (22%) が認められた。Lang らは、ブプロピオン水酸化
活性において同様に CYP2B6.14 の酵素活性低下 (13%) を報告している[88]。CYP2B6.14 で生じる
Arg140Gln は C/D ループ構造上に位置しており、アミノ酸置換による他のアミノ酸残基との相互
作用変化は認められなかった。しかし、Arg140 は CYP2 ファミリーにおいて高度に保存されるア
ミノ酸であり[88]、C/D ループ構造上のアミノ酸置換が P450 タンパク質構造に影響を及ぼし、基
質親和性の低下に伴う CLint値の低下に起因したと考えられた。加えて、Gln172His、Lys262Arg 及
び Arg336Cys のアミノ酸置換を生じる CYP2B6.19 は EFZ 代謝活性において、野生型と比較して
CLint値が 37%に減少した。さらに、CYP2B6.19 は CO 差スペクトル測定法において唯一ホロ P450
含量の有意な低下を認めたことから、J ヘリックス近傍の Arg336Cys が機能タンパク質発現及び
CLint値の低下に関与したものと考えられた。 
Gln172His 及び Lys262Arg は、多くの CYP2B6 バリアントで生じる共通のアミノ酸置換である。
この 2 種類のアミノ酸置換を有する CYP2B6*6 は、様々な人種や民族集団で検出され、その頻度
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は 15%から 60%に及ぶ[26]。EFZ8 位水酸化活性測定において CYP2B6.6 は、野生型と比較して有
意な Vmax値の上昇 (2.8 倍) とそれに伴う CLint値の上昇 (2.7 倍) を認めた。この CYP2B6.6 に関
して、複数の哺乳動物細胞発現 CYP2B6 を用いた in vitro 解析が行われており、Jinno らは 7-ETC O-
脱エチル化活性において CLint値の有意な上昇 (1.9 倍) を報告し[48]、Radloff らも同様に EFZ を
基質薬物とした場合に CLint値の有意な上昇 (1.8 倍) を報告している[49]。今回の EFZ 代謝活性に
対する CYP2B6.6 酵素機能変化は、これまでの in vitro 解析における複数の基質薬物における CLint





酸置換を有する CYP2B6.7、.26 及び.34 において、野生型と比較して CLint値が有意に上昇する結
果となった。3D ドッキングシミュレーションモデル解析の結果、Gln172His では Thr302 を取り巻
く複数のアミノ酸残基との新たな相互作用形成により、強固な結合ネットワークを形成すること
を確認した。Thr302 は、基質薬物の CYP2B6 へのドッキングや触媒反応に重要な役割を担うこと
が報告されており、P450 分子種の中でも高度に保存されるアミノ酸残基である[81, 98, 99]。Thr302
周辺の立体構造の保持・安定化が酵素活性上昇を引き起こしたと考えられた。一方で、Lys262Arg
は G/H ループ上に位置し、D へリックス上の Arg145 及び G/H ループ上の Asp263 と新たな電荷相



















に同定された 7 種類のレアバリアントについても詳細な機能解析を行った。EFZ 代謝活性におい
て、7 種類中 6 種類のバリアントで、CYP2B6.1 と比較し CLint値の有意な低下あるいは酵素活性
の消失を認めた。Arg35Cys は唯一酵素機能変化が認められなかったバリアントであり、アミノ酸
置換による著しい立体構造変化は確認されなかった。一方で、3 種類のバリアント (Arg158Gly、
Glu339Asp 及び Tyr380His) において CLint値の有意な低下を認め、それぞれ D ヘリックス、J'ヘリ
ックス及び β2 ストランド上のアミノ酸置換が酵素機能変化に関与することが考えられた。また、
酵素活性が消失した 3種類のうち 2種類のバリアント (Ile382Asn及びArg443Cys) はホロ P450含
量が定量下限以下となった。Ile382Asn は β1 シートとの相互作用を認め、一方 Arg443Cys は L ヘ
リックス上に位置している。これらの構造は CYP2B6 タンパク質のヘム近傍に位置しており、ヘ
ム周辺の立体構造変化が機能タンパク質及び酵素活性の消失に関与することが考えられた。ホロ
P450 含量が定量できたにもかかわらず、酵素活性が消失した Arg145Trp は D ヘリックス上に位置
しており、立体構造の変化が酵素機能に影響を及ぼすことが考えられた。Arg145 は、前述した







今回の網羅的解析において、野生型を含めた 40 種類の CYP2B6 バリアントのうち、15 種類の
バリアントで酵素活性が消失することが明らかとなった。このうち 11 種類のバリアントではホロ
P450が定量下限以下となりヘム近傍の立体構造変化が機能タンパク質の消失に関与するものと考









めた 2 種類のバリアントでは薬効の減弱が予想されるものと考察された。さらに、各 CYP2B6 バ
リアントで、異なる基質薬物において代謝活性の変化に基質特異性が存在するか否かを検証した
結果、7-ETC O-脱エチル化反応から得られた各 CYP2B6 バリアントの CLint値は、EFZ 8 位水酸化



















 本研究において、アミノ酸置換を伴う既報の 33 種類のバリアントに、日本人集団で新規に同定






増大や AIDS 治療中断に繋がる可能性が考えられた。また、それぞれの CYP2B6 バリアントにつ







よる薬物代謝活性変化情報を患者毎に適応するためには、今回のような in vitro 試験によるアミノ





















 CYP2B6 cDNA のリファレンス配列には、GenBank (AF182277) の NM_000767 を用いた。 
 
3. アレルの表記 
ア レ ル の 表 記 は 、 CYP 命 名 委 員 会  (Pharmacogene Variation Consortium; 
https://www.pharmvar.org/gene/CYP2B6) の表記に従った。 
 
4. X 線結晶構造解析モデル 
CYP2B6 の X 線回折結晶構造解析モデルとして、Protein Data Bank の 3IBD を参考にした。 
 
5. 統計学的解析 
 IBM SPSS Statistics Ver. 22.0 (IBM, NY, U.S.A.) を用いた。各 CYP2B6 バリアント酵素の発現量、
EFZ 8 位水酸化活性及び 7-ETC O-脱エチル化活性比較において、Shapiro-Wilk 検定により正規性
の検定を行った。正規分布に従った酵素反応速度論的パラメータについては Levene 検定により等
分散性の検定を行った。等分散性が仮定されたパラメータについては一元配置分散分析を行った
後の Dunnett t 法を用い、その他のパラメータについては Dunnett T3 法を用いた。正規分布に従わ
ないバリアントについてはKruskal-Wallisの検定法を用いて野生型及びバリアントCYP2B6の酵素







100 bp DNA Ladder One Watson 
1 kb DNA Ladder One Nippon Genetics 
2×AmpliTaq Gold PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific 
2-Mercaptoethanol Nacalai Tesque 
2-Propanol Nacalai Tesque 
2.0 mol/L Sodium Hydroxide Solution Nacalai Tesque 
2.5 mM dNTP TaKaRa 
293FT Cell Line Thermo Fisher Scientific 
3.0 mol/L Sodium Acetate Buffer Solution (pH 5.2) Nacalai Tesque 
50×modified Tris Acetate EDTA (TAE) buffer Millipore 
6×Loading Buffer Orange G Nippon Gene 
Acetonitrile Sigma-Aldrich 
Agarose Nacalai Tesque 
Antibiotic Antimycotic Mixed Stock Solution Nacalai Tesque 
Anti-Human CYP2B6 antibody Abcam 
Bacto Tryptone Corning 
Bacto Yeast Extract Corning 
BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific 
Blocking One Nacalai Tesque 
β-Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate (β-NADP+) Oriental Yeast 
Calnexin, pAb Enzo Life Sciences 
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CYP2B6 bacurosomes Thermo Fisher Scientific 
D-Glucose-6-phosphate, disodium salt (G-6-P) Oriental Yeast 
Dimanganese decarbonyl Sigma-Aldrich 
Dulbecco’s modified Eagle medium (D-MEM) Nacalai Tesque 
e-PAGEL 10% ATTO 
Ethidium bromide (EtBr) Nacalai Tesque 
di-sodium Dihydrogen Ethylenediamine 
-tetraacetate Dihydrate (EDTA) Nacalai Tesque 
FastGene Gel/PCR Extraction Kit Nippon Genetics 
Fast Media Amp Agar InvivoGen 
Fast Media Amp TB InvivoGen 
Fast Media Kan Agar InvivoGen 
Fast Media Kan TB InvivoGen 
Fetal bovine serum (FBS)  Biowest 
Formic Acid (abt. 99%)  Wako 
Gateway LR Clonase II Enzyme Mix  Thermo Fisher Scientific 
Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PDH） Oriental Yeast 
Glycerol Nacalai Tesque 
Glycine Nacalai Tesque 
Goat anti-rabbit IgG-HRP sc-2054 Santa Cruz Biotechnology 
MagicMark XP Western Protein Standard Thermo Fisher Scientific 
Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2･6H2O) Nacalai Tesque 
Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard Thermo Fisher Scientific 
NucleoBond Xtra Maxi EF Macherey-Nagel 
One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli Thermo Fisher Scientific 
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Opti-MEM I Reduced-serum Medium Thermo Fisher Scientific 
pENTR/D-TOPO Cloning Kit Thermo Fisher scientific 
pcDNA3.4-TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Life Technologies 
Phosphate-bufferd saline (PBS) Sigma-Aldrich 
Polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween 20) Nacalai Tesque 
Potassium Chloride (KCl) Nacalai Tesque 
Potassium Dihydrogenphosphate (KH2PO4) Nacalai Tesque 
Potassium Hydroxide (KOH) Nacalai Tesque 
QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN   
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit Agilent Technologies 
S.O.C. Medium Thermo Fisher Scientific 
Sodium Chloride (NaCl) Nacalai Tesque 
Sodium Cholate hydrate Sigma-Aldrich 
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) Nacalai Tesque 
Sodium Hydrosulfite Nacalai Tesque 
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate Thermo Fisher Scientific 
Trans-Blot Turbo Transfer Pack Bio-Rad 
TransFectin Lipid Reagent Bio-Rad 
Tris Bufferd Saline (10×) (pH 7.4) Nacalai Tesque 
Tris-EDTA buffer (TE) Promega 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane Nacalai Tesque 
Trypsin Nacalai Tesque 









DNA 増幅装置: T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) 
アガロースゲル電気泳動装置: Mupid-2plus (Mupid) 
アガロースゲル撮影装置: WSE-5200 プリントグラフ 2M (ATTO) 
吸光度測定器: Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific) 及び 
        Cary 300 UV-Vis Spectrophotometer (Agilent technologies) 
超音波ホモジナイザー: ULTRASONIC HOMOGENIZER Smurt NR-50M 
(マイクロテック・ニチオン) 
吸光度解析用ソフトウェア: JASCO スペクトルマネージャ (日本分光) 
SDS-PAGE 電気泳動槽: ラピダス・ミニスラブ電気泳動槽 (ATTO) 
ウェスタンブロット転写装置: Trans Blot Turbo (Bio-Rad) 
パワーサプライ: Electrophoresis Power Supply EPS 301 (GE Healthcare) 
化学発光検出装置: ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad) 
LED ライト: スポットエース SPA-10SW (HAYASHI WATCH-WORKS) 
遠心濃縮装置 (エタノール沈殿用) : MicroVac (TOMY) 
LC-MS/MS 分離装置: NANOSPACE SI-2 (OSAKA SODA) 
LC-MS/MS 検出器: TSQ Quantiva Triple Quadrupole Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scientific) 
LC-MS/MS 分離カラム: Luna C18 100A column (2 × 150 mm, 5.0-μm; Phenomenex) 
LC-MS/MS データ解析ソフトウェア: Xcalibur (Thermo Fisher Scientific) 
遺伝情報処理ソフト: GENETYX 13 (GENETYX) 
HPLC 分析装置: Nexera series system (SHIMADZU) 
HPLC-蛍光検出器: RF10AXL fluorescence detector (SHIMADZU) 
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HPLC カラム: YMC-Pack ODS-AQ column (4.6 × 150 mm, 5-μm; YMC) 
HPLC データ解析ソフトウェア: LabSolutions (SHIMAZU) 
酵素反応速度論的解析用ソフト: SigmaPlot 12.5 (Systat Software, Inc) 
統計解析ソフト: IBM SPSS Statistics Ver. 22.0 (IBM) 
3D モデリングソフト: Discovery Studio 2016 (BIOVIA) 
 
8. プライマー配列 
8-1. pENTR vector シークエンス用プライマー 
M13F30: 5´-AGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTC-3´ 
M13R30: 5´-AATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATG-3´ 













1. CYP2B6 レアバリアントのリシークエンス 
 
 PCR 増幅ならびにシークエンス解析は Hishinuma ら及び Nagasaki らの報告を参考にした[56, 
102]。同定された新規遺伝子多型について、被検者の末梢血白血球 DNA 検体を鋳型として PCR
増幅を行った。2×AmpliTaq Gold 360 Master Mix を 10 µL、10 µM のフォワード及びリバースプラ
イマー (Table 3) を各 1 µL及び鋳型DNAを 1 µL添加し、滅菌精製水を加え全量を 20 µLとした。
反応温度条件は、95°C で 10 分間の処理後、95°C で 30 秒、60°C で 30 秒、72°C で 1 分の反応を
30 サイクル行い、72°C で 7 分間処理した。得られた PCR 産物を FastGene Gel/PCR Extraction Kit
にて精製し、シークエンス解析を ToMMo にて行った。シークエンスプライマーは PCR に使用し
たプライマーセットと同じものを使用した。 
 
2. ヒト CYP2B6 cDNA のクローニング 
 
2-1. PCR による CYP2B6 cDNA の増幅 
 GenBank の NM_000767 のリファレンス配列を基に合成した野生型 CYP2B6 cDNA を鋳型 DNA
として PCR 増幅を行った。10×PfuUltra HF reaction buffer を 2.0 μL、10 μM の CYP2B6 クローニン
グフォワードプライマー及びリバースプライマー (Table 3) を各1.0 μL、2.5 mMのdNTPを1.6 μL、
PfuUltra HF DNA polymerase を 0.5 μL、鋳型 DNA を 2 pg 混合し、滅菌精製水で全量 20 μL となる
ように反応液を調製した。反応温度条件は、95°C で 2 分間処理した後、95°C で 30 秒間、68°C で
90 秒間のサイクルを 30 サイクル繰り返し、72°C で 10 分間処理した。PCR 産物の確認は、EtBr
を含む 1.0%アガロースゲルを用いて 100 V で 30 分間の電気泳動後、UV 照射によって行った。 
 
2-2. PCR 産物の精製 
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 PCR 産物は FastGene Gel/PCR Extraction Kit を使用して、添付のマニュアルに従い精製を行った。
なお、カラムからの溶出には GP3 Elution Buffer 20 μLを使用し、精製 PCR 産物を回収した。 
 
2-3. PCR 産物のライゲーション及びトランスフォーメーション 
 クローニングベクター (pENTR/D-TOPO) 0.5 μL を用い、精製した PCR 産物 2.0 μL 及び Salt 
solution を 0.5 μL加え、室温で 5 分間インキュベートし、ライゲーションを行った。次に、その反
応液 1.0 μLをコンピテントセル (XL10-Gold) 18 μL に加え、30 分間氷上で静置し、42°C で 30 秒
間の加熱処理によりトランスフォーメーションを行った。これに S.O.C. Mediumを 125 μL添加後、
37°C で 1 時間、200 rpm で振とう培養した。その後、培養液を 100 μL、カナマイシン含有 LB 寒
天プレートにスプレッドし、37°C で 16 時間培養した。 
 
2-4. 液体培養及びプラスミド精製及びシークエンス解析 
 単一のコロニーを選択し、カナマイシン含有液体培地 2.0 mL に移植し、37°C で 16 時間、250 rpm
で振とう培養した。プラスミドの精製には QIAprep Spin Miniprep Kit を使用し、添付のマニュアル
に従い精製を行った。精製したプラスミドのシークエンス解析は、株式会社ファスマックに委託




3. CYP2B6 バリアントエントリークローンの作製 
 
3-1. SDM 法による塩基多型の導入 
 SDM 法には、QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit を用いた。鋳型 CYP2B6 エント
リークローン (5.0 ng/μL) を 2.0 μL、10×QuikChange Lightning Buffer を 2.0 μL、50 ng/μL フォワー
ドプライマー及びリバースプライマー (Table 4) を各 1.0 μL、QuikChange XL dNTP mix を 0.4 μL、
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QuikSolution reagent を 0.6 μL、QuikChange Lightning Enzyme を 0.4 μL混合して、滅菌精製水で全
量 20.4 μLとなるように反応液を調製した。反応温度条件は、95°C で 2 分間処理した後、95°C で
20 秒間、60°C で 10 秒間、68°C で 2 分 15 秒間のサイクルを 18 サイクル繰り返し、68°C で 5 分
間処理した。得られた PCR 産物の確認は、EtBr を含む 1.0%アガロースゲルを用いて 100 V で 30
分間の電気泳動後、UV 照射によって行った。 
 
3-2. DpnI を用いた制限酵素処理 
特異的増幅が確認された PCR 産物に対し、鋳型 DNA を消化するため DpnI を用いた制限酵素処
理を行った。処理は PCR 産物に制限酵素 DpnI を 0.8 μL 加えて、37°C で 5 分間行った。 
 
3-3. 塩基多型導入 CYP2B6 エントリークローンのトランスフォーメーション 
 コンピテントセル (XL10-Gold) 18 μLに XL10-Gold β-Mercaptoethanol mix を 0.8 μL 加えて 2 分
間氷上でインキュベートし、制限酵素処理後の PCR 産物を 0.5 μL加え、30 分間氷上に静置した。
その後 42°C で 30 秒間の加熱処理によりトランスフォーメーションを行い、37°C で 1 時間、200 
rpm で振とう培養した。培養液を 20 μL、カナマイシン含有 LB 寒天プレートにスプレッドし、37°C
で 16 時間培養した。 
 
3-4. 塩基多型導入 CYP2B6 発現エントリークローンのシークエンス解析による確認 
 前述 (2-4) と同様の方法で液体培養及びプラスミド精製及びシークエンス解析を行った。シー








4-1. LR 組み換え反応 
 野生型及びバリアント CYP2B6 エントリークローン 75 ng と当研究室で作製した Gateway 
system 化した pcDNA3.4 75 ng を混合して、TE Buffer (pH 8.0) にて全量 4.0 μL となるように反応
液を調製した。これに Gateway LR Clonase II Enzyme Mix を 1.0 μL加え、25°C で 1 時間インキュ
ベートした。その後 Proteinase K Solution を 0.5 μL 加え、37°C で 10 分間インキュベートした。 
 
4-2. CYP2B6 cDNA 挿入 pcDNA3.4 のトランスフォーメーション 
 コンピテントセル (TOP10) 25 μLに CYP2B6 cDNA 挿入 pcDNA3.4 を 0.5 μL加えて 30 分間氷上
で静置後、42°C で 30 秒間処理することによりトランスフォーメーションを行った。これに S.O.C. 
Medium を 125 μL 添加して、37°C で 1 時間、200 rpm で振とう培養した。その後、培養液 20 μL




37°C で 16 時間、250 rpm で振とう培養した。プラスミド精製には QIAprep Spin Miniprep Kit を使
用し、添付のマニュアルに従い精製を行った。シークエンス解析は、前述 (1-4) と同様の方法で
行った。シークエンスプライマーとして、CYP2B6_Seq_F2 及び 2B6_ConR (実験材料 8-3. プライ




5. 野生型及びバリアント CYP2B6 発現プラスミドの大量回収 
 
5-1. 野生型及びバリアント CYP2B6 発現プラスミドの精製 
 野生型及びバリアント CYP2B6 発現プラスミドを導入した大腸菌のグリセロールストックをア
82 
 
ンピシリン含有液体培地 500 μL に移植した。次いで、アンピシリン含有 LB 寒天培地に 100 μLス
プレッドし、37°C で 16 時間培養した。得られたコロニーより、単一のコロニーを選択してアン
ピシリン含有液体培地 2.0 mL に移植し、37°C で 8 時間、250 rpm で振とう培養した。その後、培
養液をアンピシリン含有液体培地 100 mL に添加し、37°C で 16 時間、250 rpm で振とう培養した。
プラスミドの精製には NucleoBond Xtra Maxi EF を使用し、添付のマニュアルに従って精製した。 
 
5-2. エタノール沈殿 
 250 μLのプラスミド DNA に 25.0 μLの 3 M 酢酸ナトリウム水溶液、99.5% エタノール 625 μL
を添加し、十分に混和して、室温で 2 分間インキュベートした後、18,000×g、4°C で 10 分間遠心
分離した。上清を除去した後、70%エタノール 1 mL を添加し、18,000×g、4°C で 2 分間遠心分離
した。同様の操作を再度行い、上清を除去した後、ペレットを真空で約 10 分間乾燥させ、滅菌精
製水 250 μLに溶解した。 
 
6. CYP2B6 のヒト胎児腎臓由来細胞 (293FT 細胞) 発現系の構築 
 
6-1. 293FT 細胞の前培養 
 100 mmのシャーレ (10 mLの培地) に対して 2.0×106個の 293FT細胞を添加し、5% CO2下、37°C
で 24 時間インキュベートした。培地は抗生物質・抗真菌剤含有及び 10% FBS 含有の Dulbecco’s 
modified Eagle medium (D-MEM) を用いた。 
 
6-2. 発現プラスミドの 293FT 細胞へのトランスフェクション 
 CYP2B6 発現プラスミド 5 μg 及び TransFectin Lipid Reagent 15 μL をそれぞれ Opti-MEM I 
Reduced-serum Medium と混合し、全量を 1.5 mL に調製した。次にこれらの溶液を混合し、室温で
20 分間インキュベートした。前述 (6-1) の 100 mm のシャーレの液体培地中に添加後、穏やかに




6-3. 293FT 細胞の回収及びミクロソーム画分の調製 
 100 mmのシャーレの培地を取り除き、滅菌済みのPhosphate-buffered saline (PBS) で洗浄した後、
予冷したソニケーションバッファー (10 mM Tris-HCl、pH 7.4、1 mM EDTA、10% Glycerol) 約 3.0 
mL で細胞を遠沈管に回収した。1,500 rpm、室温で 5 分間遠心分離をし、その上清を取り除いた。
再度ソニケーションバッファー1.0 mL で懸濁後、ソニケーション (1 秒パルスを 60 回) により細
胞を破壊した。9,000×g、4°C で 20 分間遠心分離を行い、上清を 105,000×g、4°C で 1 時間遠心分
離した。得られた残渣をホモジナイザーにてホモジナイズバッファー (50 mM Tris-HCl、pH 7.4、
1 mM EDTA、150 mM KCl、20% Glycerol、Protease Inhibitor Cocktail) 150 μLに懸濁し、これをミク
ロソーム画分とした。タンパク質の定量は BCA Protein Assay Kit を用いて行った。スタンダード





 発現タンパク質 5.0 μg と 2×Sample buffer (500 mM Tris-HCl (pH 6.8)、4% SDS、12% 
2-Mercaptoetanol、20% Glycerol、Pyronin Y 適量) を等量混合し、100°C で 5 分間熱変性処理した
後、ゲルにアプライした。ゲルは 10% ポリアクリルアミドゲル (e-PAGEL) を用いて、20 mA で
1 時間 20 分間電気泳動した。泳動用緩衝液には SDS buffer を用いた。なお、SDS buffer は Tris 1.5 
g、グリシン 7.2 g 及び SDS 0.5 g を精製水に溶かし、全量を 500 mL とした。 
 
7-2. ウェスタンブロッティング 
 ウェスタンブロッティングは Trans-Blot Turbo Transfer Pack を使用し、添付のマニュアルに従っ
て行った。その後PVDF膜を0.05% Tween 20を含むTBS (pH 7.4) で表裏5分間ずつ振とうした後、




7-3. 1 次抗体反応 
 5% Blocking One-TBS 5.0 mL に Anti-CYP2B6 抗体 5.0 μL を混合し、各 CYP2B6 バリアント酵素
を検出するための 1 次抗体液とした。また、5% Blocking One-TBS 5.0 mL にカルネキシン抗体 1.0 
μL を混合し、カルネキシンを検出するための 1 次抗体液とした。50 mL 遠沈管に 1 次抗体液を添
加後、PVDF膜を入れて密閉し、室温で 1 時間回転混和した。抗体反応終了後は、0.05% Tween 20
を含む TBS (pH 7.4) を用いて室温で 5 分間の洗浄を 3 回行った。 
 
7-4. 2 次抗体反応 
 5% Blocking One-TBS 5.0 mL に Horseradish peroxidase 標識した Polyclonal Goat Anti-rabbit 
Immunoglobulins を 1.0 μLまたは 0.5 μL混合し、それぞれ CYP2B6、カルネキシンを検出する 2 次
抗体液とした。抗体反応終了後は、0.05% Tween 20 を含む TBS (pH 7.4) を用いて室温で 5 分間の
洗浄を 3 回行った。 
 
7-5. 発光反応 
 SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate を用いて発光反応を行った。キット中の
SuperSignal West Dura Luminol/Enhancer Solution 及び SuperSignal West Dura Stable Peroxide Buffer を
等量混合し、反応液とした。PVDF 膜に反応液を添加し、室温で 5 分間インキュベートした後、
化学発光の発光強度を ChemiDoc XRS+で測定した。 
 
8. CO 差スペクトルの測定 
ホロ P450 の定量は Omura & Sato ら及び Guengerich らの P450 含量の測定法を参考に、一部改変
したプロトコルにより行った[103, 104]。吸光度の測定は Cary 300 UV-Vis Spectrophotometer を用い
て行った。ミクロソーム画分(0.80 ± 0.20 mg of microsomal proteins) 40 µL と CO 差スペクトル測定
用バッファー（0.1 M リン酸カリウム緩衝液 pH 7.4、20% Glycerol）160 µL を混合し、試料用セル
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と対照用セルに 95 µL ずつ入れ、400–500 nm のベースラインを測定した。Kaneko & Suzuki らを参
考にして[105]、試料用セルに 20 mM Dimanganese decacarbonyl、対照用セルに Dimethyl sulfoxide
をそれぞれ 1.0 µL ずつ添加し混合した。試料用セルに LED 光を室温で 30 秒間照射した。試料用
セル及び対照用セルに還元剤である 500 mM Sodium hydrosulfite を 5.0 µL 添加し、400–500 nm に
おける吸光度を測定した。ホロ P450 の定量は JASCO スペクトルマネージャを用いた。450 nm 付
近の吸収極大点と 490 nm 付近の吸光度差を求め、ミリモル吸光係数 ε = 91 を用いて P450 含量を
求めた。なお、値は測定 3 回分の平均値 ± 標準偏差として表した。 
 
9. 発現 CYP2B6 の EFZ 8 位水酸化活性測定 
 
9-1. 検量線の調製 
メタノールにより溶解した 40mM 8-HEFZ をメタノールで濃度が 1500、750、375、150、75、37.5、
15、7.5、3.75、1.5、0.75、0.375、及び 0.15 µM となるように順次希釈した。3.3 mM MgCl2、NADPH
生成系からなる反応液に終濃度が 1.0 nM–10 µM となるように 8-HEFZ 希釈系を加え、0.1 M リン
酸カリウム緩衝液 (pH7.4) で全量を 150 µL とした。次に、内標準物質として 2 µM 8-HEFZ-d4 体 
(終濃度 1 µM) を含有したアセトニトリル 150 µL を加え、その溶液 10 µL を LC-MS/MS で分析す
る検量線用試薬とした。なお NADPH 生成系は、G-6-P、β-NADP+、G-6-PDH を 0.1 M リン酸カリ




メタノールにより溶解した 100 mM EFZ をメタノールで濃度が 30、15、7.5、3.75、1.5、0.75、
0.375、0.15 mM となるように順次希釈した。各発現タンパク質のミクロソーム画分 50.0 µg と終
濃度 3.3 mM MgCl2からなる反応液に EFZ 希釈系 (終濃度 1–200 µM) を加え、0.1 M リン酸カリウ
ム緩衝液 (pH7.4) にて全量を 135 µL とした。反応は、NADPH 生成系 15 µL 添加で開始し、37°C
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で 30 分間インキュベートした。なお、Blank には終濃度 200 µM EFZ を用い、NADPH 生成系の
代わりに 0.1 M リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4) を加えた。その後、内標準物質として 2 µM 
8-HEFZ-d4 体 (終濃度 1 µM) を含有したアセトニトリル 150 µL を添加し、反応を停止した。氷上
で 5 分間放置後、14,000×g、4°C で 5 分間遠心分離し、除タンパク質後、LC-MS/MS 用分析試料と
した。 
 
9-3. LC-MS/MS 解析 
 測定は Ward ら及び Desta らの報告を参考に実験を行った[57, 58]。EFZ が各発現 CYP2B6 バリ
アントにより代謝されて生成した 8-HEFZを LC-MS/MSで分析した。移動相として水 (0.1%ギ酸) : 
アセトニトリル (0.1%ギ酸) を使用し、0–3 分は精製水（0.1% ギ酸）: アセトニトリル (0.1% ギ
酸) = 100: 0, v/v、3–4 分は精製水 (0.1% ギ酸) : アセトニトリル (0. 確認 1% ギ酸) = 50: 50, v/v、
4–6分は精製水 (0.1% ギ酸) : アセトニトリル (0.1% ギ酸) = 10: 90, v/v、6–8分は精製水 (0.1% ギ
酸) : アセトニトリル (0.1% ギ酸) = 0: 100, v/v への直線グラジエント、8–12 分は精製水 (0.1% ギ
酸) : アセトニトリル (0.1% ギ酸) = 0: 100, v/v を維持、12–12.1 分は精製水 (0.1% ギ酸) : アセト
ニトリル (0.1% ギ酸) = 100: 0, v/v への直線グラジエント、12.1–15 分は精製水 (0.1% ギ酸) : アセ
トニトリル (0.1% ギ酸) = 100: 0, v/v として流速 300 µL/min で分離した。MS での検出は
electro-spray ionization 法を用いてイオン化を行い、negative ion mode にて検出した。イオンは
multiple reactions monitoring モードにより EFZ、8-HEFZ 及び 8-HEFZ-d4 に観測された強度の最も
大きいイオンを検出、定量を行なった。EFZ、8-HEFZ 及び 8-HEFZ-d4 体の際に用いた




キネティックデータを酵素反応速度論的解析用ソフト SigmaPlot 12.5の Enzyme Kinetics Module
に導入し、Nonlinear regression analysis により Km、Vmax及び CLint (Vmax/Km) を算出した。値は反応
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3 回分の平均値 ± 標準偏差として表した。 
 
10. 発現 CYP2B6 の 7-ETC O-脱エチル化活性に対する測定 
 
10-1. 検量線の調製 
DMSO により溶解した 150 mM 7-HTC をメタノールで濃度が 150、75、30、15、7.5、3.0、1.5
及び 0.75 µM となるように順次希釈した。3.3 mM MgCl2、NADPH 生成系からなる反応液に終濃
度が 0.005–0.1 µM となるように 7-HTC 希釈系を加え、0.1 M リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4) で全
量を 150 µL とした。次に、アセトニトリル 150 µL を加え HPLC で分析する検量線用試薬とした。
なお NADPH 生成系は、G-6-P、β-NADP+、G-6-PDH を 0.1 M リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4) で、
それぞれ終濃度 3.3 mM、1.3 mM、0.4 U/mL に調整したものを等量ずつ混合し使用した。 
 
10-2. サンプルの調製 
DMSO により溶解した 30 mM 7-ETC をメタノールで濃度が 7.5、4.5、3.0、1.8、0.75、0.375、
0.225 及び 0.15 mM となるように順次希釈した。各発現タンパク質のミクロソーム画分 30.0 µg、
終濃度 3.3 mM MgCl2からなる反応液に 7-ETC 希釈系 (終濃度 1–50 µM) を加え、0.1 M リン酸カ
リウム緩衝液 (pH7.4) にて全量を 135 µL とした。反応は、NADPH 生成系添加で開始し、37°C で
20 分間インキュベートした。なお、Blank には 7.5 mM 7-ETC を用い、NADPH 生成系の代わりに
0.1 M リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4) を加えた。その後、アセトニトリル 150 µL を添加し、反応
を停止した。10,000×g、4°C で 3 分間遠心分離し、除タンパク質後、HPLC 分析試料とした。 
 
10-3. HPLC 解析 
測定は Morse らの報告を参考に実験を行った[106]。7-ETC が各発現 CYP2B6 により代謝されて
生成した 7-HTC を HPLC で分析した。移動相として 20 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4) /メタ
ノール (40：60) を用い、流速 1.0 mL/min で分離し、検出は励起波長 410 nm、測定波長 510 nm
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の蛍光検出で行った。なお、カラムには YMC-Pack ODS-AQ/S-5 µm/12 nm (150×4.6mm.I.D.) を用
い、カラム温度は 40°C、サンプル温度を 10°C とし、サンプル注入量を 50.0 µL とした。クロマト
グラフ上のピークはデータ解析ソフトにより得られた面積より算出し、絶対検量線法により解析
した。7-HTC の保持時間は 3.4 分であった。 
 
10-4. 酵素反応速度論的パラメータの算出 
 キネティックデータを酵素反応速度論的解析用ソフト SigmaPlot 12.5 の Enzyme Kinetics Module
に導入し、nonlinear regression analysis により Km、Vmax及び CLint (Vmax/Km) を算出した。値は反応
3 回分の平均値 ± 標準偏差として表した。 
 
11. X 線回折結晶構造による解析 
 3D ドッキングシミュレーションモデリングソフトを用い、各 CYP2B6 バリアント酵素の活性変
化に対する考察を行った。解析ソフトモデルは Discovery Studio 2.5 の CDOCKER プロトコルに従
いモデリングを行った。構造は Protein Data Bank の 3IBD を用い、2 つのアミノ酸置換 (Tyr226His
及び Lys262Arg) が含まれているため、野生型 CYP2B6 のアミノ酸に再置換を行った。その後、
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